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Samenvatting
Het herpes simplex virus (HSV) is het meest bekend als veroorzaker van
koortsuitslag bij de mens. Deze verschijnselen worden hoofdzakeli jk veroorzaakt door
HSV t1"pe I . HSV type 2 is bekend als veroorzaker van geslachtsziekte. Overdracht van
HSV vindt plaats door direct l icharneli jk contact tussen dragers en voor het virus
ontvankeli jke personen. Het virus kan verschijnselen veroorzaken. zoals pijnli ike
zweertjes, malaise en l<oorts. maar het is ook mogeli jk dat de infectie symptoomloos
verloopt. Na de primaire infectie trekt het virus zich terug in het zenuwstelsel (latentie).
Door verschil lencle oorzaken. zoals koorts. zonnestraling of huidbeschadiging, kan het
virus gereactiveerd worden en zich secundair manifesteren als veroorzaker van
koortsuitslag. Een zeer erÍlstige voÍrn van inf-ectie is herpes encefalitis. een aandoening
die in meer dan de helft van de gevallen dodeli jk is.
Uit veel onderzoek bli ikt dat cle status van het menseli jk immuunsysteem een
belangrijke rol speelt bij cle controle van HSV infecties. Behandeling yan patienten met
immuunsuppressiva bij beenmergtransplantaties of cytostatica bij oncologische
aancloeningen lesulteer-t regelmatig in recidiverende HSV infecties en sonls in
encefalit is. On.r te komen tot maatÍegelen ter bestri jding van HSV inÍ-ecties is het
noodzakeli jk te begrijpen hoe de immunologische afweer tot stand komt. Het is bekend
dat de eiwitten die zich op cle buitenkant van het virion bevinden een belangrijke rol
spelen in de immuniteit tegen HSV. Deze eiwitten worden ook tot expressie gebracht
op cellen die door het virus geinfècteerd zijn. Een van deze eiwitten is het
glycoproteine D. Antil ichamen gericht tegen dit eirvit zi jn in staat het virus te
neutraliseren en het eirvit speelt een rol in de opbouw van een specifieke cellulaire
afiveer tegen HSV.
In dit proefschrift wordt onderzoek beschreven waarin werd uitgezocht welke
onderdelen van glycoproteine D belangrijk zijn in de immunologische afrveel tegen
HSV-1. De aminozuunolgolde van het eiwit is bekencl en dit heeft het nrogeli. ik
genraakt gedeeltes van cle aminozuurketen chemisch te synthetiseren. Deze sl,nthctische
peptiden rvelclen covalenl gekoppeld aan een carrier eiuit en cle pepticle-calrier'
conJugaten werclen gebrLrikt voor imnunisatie van koni.jnen. Bloedmonsters. aÍgerromen
na immunisatie. rverden onderzocht op de aan'"vezigheid van anti l ichamen gericht tegen
het honrologe peptide. nret behulp van een ELISA (enzyme-linkecl immunosortrent
assay. zie hoofdstuk 2). Ven'olgens werd onderzocht of de antiset-a in staat r.r,aren het
virus te neutraliseren. Uit dit onderzoek bleek dat een peptide bestaande r"rit aminozuur
9 tot en met 2 I van glvcoproteine D in staat rvas hoge anti l ichaamtiters op te \\ 'ekken
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en dat de antilichamen in staat waren I{SV-I te neutraliseren in vitro. Dit peptide werd
samen met nog een aantal andere peptiden gebruikt om muizen te vaccineren tegen
HSV- I infectie (hoofdstuk 3). Muizen geimmr"rniseercl nre( pepticle 9-21 lvaÍen
beschermd tegen infect ie .  De pept iden l -13.  18-30.22-38 en 38- ,56 b leken geen
beschermencle immuniteit tegen HSV-l infectie op te wekken. Een recomt'rinant fusie
eiwit bestaande uit Escherichia coli Ê-galactosidase en 55 aminozuren uit de N-terminus
van gD bleek net als peptide 9-2 I beschermende immuniteit tegen HSV-l challenge te
kunnen opwekken. Tijdens dit experinrent werclen l0 muizen gevaccineercl nret
geinactiveerd HSV- I . Er werd onderzocht of de antisera van deze muizen in staat waren
met een serie van 57 overlappende glycoproteine D pepticlen te binden. in ELISA. De
pept iden 9-21.  10-24.  l -51-165.  216-232.282-301 en 340--154 werc len herkencl  c loor
alle l0 sera. Deze peptiden, met uitzondering van peptide 9-21 en aangevulcl met nog
een aantal andere peptiden die door enkele van cle HSV-I antisera waren herkencl
(pept iden 244 267.  260-274.  270-284.  260'284.300-314.  348-362 en 3-55-369) rverden
gebruikt voor immunisatie van konijnen. Van deze l2 peptiden bleek alleen pepticle l0-
24 in staat HSV-l neutraliserencle anti l ichamen op te wekken thooldstuk 3).
Bij het hierboven beschreven onderzoek werd voor de immunisatie experimenten
gebrr-rik gemaakt van compleet Freund's adjuvant. Deze immuunstimulator is alleen
geschikt voor experirnenteel gebruik. Voor hurnaan gelrrr"rik is nromenteel alleen
aluminium hydroxide gel als immuunstirnulator toegestaan. Recenteli jk zijn echter
veelbelovende. nieuwe stimulatoren ontwikkeld die mogeli jk voorlopers zijn \ran
stimulatoren voor menseltjk gebruik. Deze adjuvantia bestaan uit entulsies van olie
(squaleen) in water. waarin de oliepartikels dienen als carriers voor het antigeen en
immuunstimulerende stof'fen. zoals monoflosfor.vl l ipid A (MPL) en trehalose clintl 'colaat
(TDM) in het Ribi adjuvantsysteem o[ non-ionische block polymeren (opperr,rlakte
act ieve stof fen)  zoals L l0 l  en 3 lRl .  MPL is  een B cel l  n . r i togeen en het  act iveer t
nracrophagen.  TDM. L lOI  en 3IRI  b inden het  ant igeen aan het  opper-r , lak van c le
oliepartikels en zijn in staat componenten van het inrmlrl lnsvsleem 1e activel'en. Pepticlc
9-2 I werd gekoppelcl aan een carrier eiu'it en cle con.iugaten rverclen [ente-ngcl ntct
compleet  Freuncl 's  ad. juvant .  a luminiumhvcl rox ide c l .  het  Rib i  ac l i r - r r i in ls \srcent  o l  o l ie
in water  emuls ies met  L l0 l  o f  3 lRl .  De prepalaten rverc len sebr l r i l i t  voor  in tmunisat ic
van muizen (hoofdstuk 4). Na intmunisatie werclen lrloeclnrorrstet's ontlerzocht t lp t lc
aanwezigheid van anti l ichamen tegen hel peptide en er ',r,ercl ontlerzocht of na
immunisatie een HSV-l specifieke cellulaire respons was opgewekt. Vercler u'erclen
groepen muizen geinfecteerd nret HSV-1. Uit cle resultaten bleek dat (le preparaten ntet
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compleet Freund's adjuvant, het Ribi adjuvantsysteem en de olie in water enrulsie met
Ll0l in staat waren cle muizen te beschermen tegen infectie door HSV-l (hoofdstuk 41.
Zoals boven vermeld werden HSV- I positieve sera van muizen getest op reactiviteit
nlet een serie gD-peptiden. Als een venolg hierop wercl onderzocht of antisera
afkomstig van HSV seropositieve personen in staat waren te binden met een serie van
34 overlappende glycoproteine D peptiden (hoofdstuk 5). Sera werden beschouwd als
positief voor anti l ichamen gericht tegen HSV inclien ze zowel in ELISA als in een
immuunfluor-escentie t st reageerden me1 HSV-l antigeen. Als controle werden sera
meegenonren van HSV seronegatiele personen (geen reactie met HSV-l antigeen). De
HSV positieve sera waren in staaf n-let een aantal van de pepticlen te binden. i.e. de
pept ic len I t4 .  lO-24.  20-34.  30-44.  80-94.  100-114.  VA-154.  200-214.  de pept iden
gelocaliseerd tussen aminozuren 260 en 314. en tussen 340 en 369. Een aantal van cle
HSV negatieve sera bleek echter ook in staat met enkele van de peptiden te binden, i.e.
de  pep t i den  l 0 -24 .30 -44 .40 -54 .  l 2O-134 ,260 -214  en  270 -284 .  D i t  be teken t
waarschijnli.lk dat deze peptiden niet alleen steLk lijken op de corresponderende
fragmenten van glycoproteine D nraar ook lijken op gedeeltes van andere antigenen
waalmee de personen in contact nroeten zijn geweest. De resultaten van dit onderzoek
k'"vanren recleli. lk overeen met de resultaten die werclen gevonden rnet de anti-Hsvrl
sera van de muizen (zie troven). vooral voor wat betrefi cle reactiviteit met cle pepticlen
gelocaliseerd in het cytoplasmatische deel van gD: aminozuLrr 340 tot 369. Peptide l0-
24 rverd herkend door zowel HSV positieve sera als HSV negatieve sera. Uit
l i teratuuronderzoek wam tot r-rit ing dat de aminozuun'olgorde van dit peptide sterk
overeen komt met die van een gedeelte van een eiwit van het papil loma virus.
HeÍ onclerzoek treschreven in dit proefschrift toont aan dat synthetische peptiden
brr,rikbaar zijn voor het bepalen van antigene gebieden van eiwitten. Immunisatie net
synthetische peptiden kan leiden tot de vorming van virus neutraliserende anti l ichamen
en tot het opwekken I'an beschemende immuniteit tegen virale infecties.
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